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摘要: 用不同浓度Ca (NO 3) 2·4H 2O (017、114、211g Ca2+ ökg 土) 对 1 年生的处在两种N aC l 胁迫 (10 和 20gökg)处理下的木麻

黄扦插苗进行化学调控, 研究硝酸钙盐加氯化钠处理的木麻黄幼苗的生长量、木麻黄幼苗抗氧化酶系统活性和渗透调节物质的

含量的变化, 研究结果表明: 中度N aC l 胁迫加硝酸钙处理下的木麻黄扦插苗的可溶性蛋白质含量增加,M DA 含量降低说明膜

脂过氧化作用减轻, 而且抗氧化酶活性 (SOD、POD )之间协调变化有利于提高清除自由基的速率, 中度盐胁迫下钙盐可以促进

木麻黄体内脯氨酸的积累; 但重度N aC l 胁迫下钙盐对木麻黄的调控作用不显著, 重度盐胁迫下钙盐反而降低木麻黄 SOD、

POD 活性和脯氨酸的含量, 减弱了抗氧化酶系统对活性氧的清除作用, 同时高浓度钙盐还会加重 N aC l 胁迫对木麻黄幼苗的损

伤, 这说明适量的钙盐有利于木麻黄幼苗抵抗盐胁迫能力的提高, 而高浓度钙盐则可能会加重盐胁迫。
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Effect of Ca (NO 3) 2 on phyecolog ica l character ist ics in Casua r ina equ isetif olia

cutting seedl ings under NaCl stress
L IAN G J ie, YAN Chong2L ing3 , L I Yu2Hong, ZHAN G R u i2Feng, ZHU Zhu　 (S chool of L if e S cience, X iam en

U niversity , 361005, Ch ina). A cta Ecolog ica S in ica , 2004, 24 (5) : 1073～ 1077.

Abstract: A regu lat ion effect of calcium nitra te on clone seedlings of Casuarina equ isetif olia under N aC l stress w as m ade in

po ts, w ith tw o N aC l concen tra t ions of 10g, 20g N aC lökgso il and th ree Ca (NO 3) 2 concen tra t ions of 017g, 114g, 211g Ca2+ ökg

so il, and treatm ents w ith pure N aC l w ithou t Ca (NO 3) 2 as con tro l. Each po t w as w atered respectively w ith 1L co rresponding

salt so lu tion every 6 days. To avo id too h igh stress causing the death of seedlings, the salt of each treatm ent w as added in to

each po t in 30 days respectively, there w ere five po ts in each treatm ent. T he p ro line con ten t, b iom ass, the activit ies of

superox ide dism utase (SOD ) and perox idase (POD ) of the seedlings in differen t experim ents w ere determ ined and calcu la ted

after 60 days.

U nder N aC l stress and regu lat ion effect of calcium nitra te, the activit ies of cell defense enzym es, lip id perox idation and

accum ulation of o smo lyte of Casuarina equ isetif olia seedlings w ere analyzed and differences betw een treatm ents w ere compared.

T he experim ental resu lts show ed that under m id N aC l stress (10‰N aC l concen tra t ion) and calcium effect, the so lub le p ro tein

con ten t ra ised slow ly w ith the increasing of Ca2+ concen tra t ion, the an tiox idan t enzym es activit ies of SOD、POD had sim ilar

trend in the p lan ts, bo th of them took a trend of increasing first ly then decreasing w ith the increasing of Ca2+ concen tra t ion,

the h ighest act ivit ies appeared w hen Ca2+ concen tra t ion w as 017gökg in so il. A t the sam e tim e, m alondialdehyde (M DA )

con ten t decreased first ly then increasing, show ing the dissim ilar trend to the activit ies of SOD and POD. But the M DA conten t

in the p lan ts w ith regu lat ion effect of Ca (NO 3 ) 2 w as low er than the con tro l, w h ich imp lied that the m em brane lip id

perox idation and ox idative in ju re ligh tened. F ree p ro line accum ulation w ith calcium treatm ent w as h igher than that of the

con tro l (under 10‰N aC l treatm ent). To Casuarina equ isetif olia seedling under h igh N aC l stress (10 ‰N aC l concen tra t ion ) ,
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the p roper Ca2+ concen tra t ion w as 017gökg so il.

T he resu lt show ed there w as no sign ifican t difference betw een treatm ents B (017g、114g、211gCa2+ + 20g N aC lög so il) and

treatm ent A (017g、114g、211gCa2+ + 10g N aC lög so il). Compared w ith the seedlings under m id N aC l stress, the regu lat ion

effect of Ca (NO 3 ) 2 on the Casuarina equ iset ifo lia seedling under h igh N aC l stress ( 20 ‰ N aC l concen tra t ion ) w as no t

sign ifican t. A ll the physio logical characterist ics of seedling under h igh N aC l stress (10‰N aC l) w ere low er than tho se of m id

N aC l stress (20‰N aC l). T he b iom ass and the activit ies of SOD , POD and free p ro line con ten t of the p lan ts under 20‰N aC l

treatm ents increased a lit t le as the increasing of Ca (NO 3) 2 concen tra t ion. U nder Ca2+ 114gökg treatm ent, act ivit ies of SOD and

POD w ere the h ighest, respectively. But w hen Ca2+ concen tra t ion ro se to 211gökg, the characterist ics such as the b iom ass,

act ivit ies of SOD and POD and p ro line con ten t w ere the low est, and M DA conten t w as increasing. It imp lied that the

an tiox idative enzym es w ere dam aged by h igh salt stress, so the p rocess of scavenging oxygen free radicals w as slow er and

active oxygen w as accum ulated in cells.

A ll resu lts indicated that p roper Ca2+ concen tra t ion cou ld be selected to enhance the salt to lerance ab ilit ies of Casuarina

equ isetif olia cu tt ing seedlings, bu t a h igh Ca2+ concen tra t ion w ould exacerbate salt stress and aggravate the dam age of

Casuarina equ isetif olia seedlings under N aC l stress.
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木麻黄 (Casuarina equ isetif olia)原产澳大利亚昆士兰沿海地区及马来西亚、菲律宾等太平洋群岛热带地区, 生长在沙丘、沙

质平原及靠海的缓坡上, 是目前我国南方沿海防护林的主栽树种。木麻黄是我国东南沿海抗性和耐盐性较强的树种, 并且作为

固氮树种也是混农林系统 (A grofo restrt system ) 的主要树种之一。滨海沙土由于严重的盐胁迫而造成木麻黄的退化现象很常

见, 木麻黄用于重盐碱地造林面临着盐害的问题, 而提高木麻黄在滨海盐土的成活率及生长量通常有两种方法, 一是土壤降盐,

二是提高木麻黄的耐盐性, 前者耗时废工, 可操作性较小, 而通过化学调控的方法直接提高木麻黄抗性, 扩大木麻黄的适应性,

并可推广到其他植物。有研究报道外源 Ca2+ 可以增强植物的抗性, 这已在大麦、小麦、大豆、黄瓜、玉米等植物中得到证实 [1, 2 ] ,

但利用硝酸钙提高木本植物的耐盐性还鲜见报道。本文采用硝酸钙作为缓解措施主要两个原因: (1)由于木麻黄根部有大量根

瘤菌自身可以固氮, 氮源对于木麻黄而言并不缺乏; (2) 若添加 CaC l2 会加重N aC l 胁迫而造成调控效应不明显; 所以本文研究

为了提高木麻黄耐受强度盐胁迫能力, 施加不同浓度外源 Ca (NO 3) 2, 研究盐胁迫下硝酸钙对木麻黄膜保护酶系统活性和细胞

中游离脯氨酸含量的影响, 探索外加硝酸钙能否增强木麻黄的耐盐性以及寻求外源 Ca (NO 3) 2 的适宜浓度。为生产实践上大量

应用木麻黄绿化海涂, 提高木麻黄耐盐性提供科学理论依据。

表 1　NaCl 胁迫和硝酸钙调控的试验设计

Table 1 　Concen tration s of NaCl and Ca2+ treatmen ts in the

exper imen ts

处理
T reatm en t

N aC l 浓度 (gökg)

N aC l concen tration
Ca2+ (gökg)

Ca2+ concen tration

0 (对照Contro l) 10 0

A
1 10 0. 7

2 10 1. 4

3 10 2. 1

0 (对照Contro l) 20 0

B
1 20 0. 7

2 20 1. 4

3 20 2. 1

1　材料与方法

111　材料和胁迫处理

供试材料为普通木麻黄 (Casuarina equ isetif olia) : 惠安一号, 产于惠安赤湖林场。于 2002 年 1 月取 1 年生的 3～ 4cm 木麻黄

枝条扦插, 生根后栽入容器袋, 3 个月后移栽入直径 25cm 的陶盆中, 每盆装园土 5kg, 每盆栽 3 棵木麻黄小苗, 温室中培养, 缓

苗 5 个月, 此时木麻黄苗高度约为 50cm , 进行 60d 的N aC l 胁迫处理和钙盐调控, 处理设 3 个钙盐浓度 (4、8、12g Ca (NO 3) 2·

4H 2O ökg 土分别相当于 017、114、211g Ca2+ ökg 土) 和 2 个N aC l 浓度 (10、20gN aC lökg 土相当于 10‰, 20‰盐度) , 以不加 Ca

(NO 3) 2·4H 2O 只加N aC l 为对照, 共 8 个处理, 每个处理 5 个重

复, 实验设计见 (表 1)。为了避免一次性加入过多盐造成木麻黄

幼苗的死亡, 所有处理组的 Ca (NO 3) 2·4H 2O 和N aC l 均分 5 次

于 30d 内加入, 并且在陶盆外加套一个塑料盆防止盐分流失, 保

持土壤湿润, 最终土壤浓度达到预定盐度。处理 60d 后测定木麻

黄幼树高度、幼苗膜脂过氧化程度、抗氧化酶系活性和游离脯氨

酸含量。

112　测定方法

木麻黄扦插苗生长量测定　分别测量 8 组处理中全部木麻

黄扦插苗处理前后的高度, 计算木麻黄扦插苗在 60d 的伸长量,

并求每组处理生长量的平均值。

酶 液 置 备 　 取 1 克 木 麻 黄 扦 插 苗 小 枝, 加 入 10m l
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6215mmo löL 含 3% PV P 的磷酸缓冲液 (pH 718)于冰浴研磨, 4℃下 10500×g 离心 15m in, 上清液用于丙二醛 (M DA )、超氧化物

歧化酶 (SOD ) , 过氧化物酶 (POD )的活性、可溶性蛋白质含量的测定 [3 ]。

丙二醛 (M DA )测定 (Λmo löm g FW )　参照O hkaw a 等法测定硫代巴比妥反应物 (TBA R S) [4 ]。

超氧化物歧化酶 (SOD )测定 (U öm g p ro tein)　采用氮蓝四唑NBT 光还原法[5 ] , 以抑制NBT 光还原 50% 作为一个酶单位

U。

POD 活性测定　采用愈创木酚 [6 ], 以每分钟改变 01001 OD 值为一个酶活性单位, 酶活性以U ö(m in·m g p ro tein)表示。

可溶性蛋白质含量测定 (m gög FW )　按照考马斯亮蓝 G2250 染色法[7 ]。

游离脯氨酸 (p ro line)含量 (Λgög FW )　取 013g 新鲜木麻黄小枝, 采用酸性茚三酮法 [8 ]测定。

113　试验数据的处理和方差分析用M icro soft Excel 软件完成。

2　结果与分析

211　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下的木麻黄扦插苗各种生理生态指标的调控

21211　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下的木麻黄扦插苗生长量的影响　从图 1 可见, 钙盐对在中度N aC l 胁迫 (10gökg) 下的木麻黄

幼苗的生长有一定影响, 在土壤中加入硝酸钙浓度为 017g Ca2+ ökg 土为对木麻黄最有利, 处理 60d 木麻黄伸长量比不加硝酸

钙的对照组的多 410cm , 即提高生长量达 21% ; 但当硝酸钙含量增加, 木麻黄幼苗伸长量降低, 说明过高浓度的钙盐会抑制木

麻黄的生长。而钙盐对重度N aC l 胁迫 (20gökg)下木麻黄扦插苗生长的调控作用较小, 图 1 表示在 20gökg N aC l 浓度下, 木麻黄

幼苗的生长已经受到强烈抑制, 生长量仅为中度N aC l 胁迫下木麻黄生长量的 50% , 在土壤中硝酸钙浓度为 114g Ca2+ ökg 时,

木麻黄幼苗生长稍有增加, 使生长量提高 18%。

21212　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下木麻黄扦插苗可溶性蛋白质含量的影响　植物细胞内可溶性蛋白质含量影响着细胞内渗透

势的大小。从图 2 可知, 中度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗小枝内可溶性蛋白质含量小于重度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗, 而且不管 在

中度还是重度N aC l 胁迫下, 木麻黄幼苗体内可溶性蛋白质含量都随着硝酸钙浓度增加而逐渐升高。在盐胁迫条件下, 植物处

于渗透胁迫下, 能否从外界吸收足够的水分取决于细胞内渗透势的高低, 渗透势越低, 越有利于植物细胞吸收水分, 而木麻黄幼

苗细胞内可溶性蛋白质含量增加可以降低渗透势, 有利于其在盐胁迫环境下生存, 尤其是高盐度胁迫情况下。

图 1　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄幼苗生长的影响

F ig. 1　Effect of Ca2+ on heigh t of Casu rina cu tting seedlings under

N aC l stress

图 2　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄蛋白质含量的影响

F ig. 2 　 Effect of Ca2+ on so lub le p ro tein con ten ts on Casu rina

cu tting seedlings under N aC l stress

21213　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下木麻黄扦插苗M DA 含量的影响　M DA (丙二醛) 是膜脂过氧化的产物, 其含量反映膜脂过

氧化程度[9 ]。从图 3 可见, 不论在中度还是重度N aC l 胁迫下, 钙盐都明显使木麻黄扦插苗中丙二醛含量发生变化, 木麻黄扦插

苗细胞中M DA 含量均在Ca (NO 3) 2 浓度为 4gökg 和 8gökg 时显著降低, 仅为对照的 41%～ 56% , 膜脂过氧化主要产物M DA

含量减少了一半, 说明膜脂过氧化程度减轻; 但当硝酸钙浓度增加 12gökg 时, 木麻黄体内M DA 含量又急剧升高。这说明了土

壤中施加适量的钙盐可以缓解N aC l 胁迫对木麻黄幼苗细胞膜结构的损害, 使膜脂过氧化程度减轻, 但如果土壤加入 Ca (NO 3) 2

过多结果又会适得其反。

21214　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下木麻黄扦插苗 SOD 活性的影响　从图 4 可看出, SOD 活性变化趋势与M DA 含量变化趋势

相反。重度N aC l 胁迫木麻黄幼苗中 SOD 活性明显低于中度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗, 说明木麻黄虽然可以耐受一定盐度, 但

当盐度过高, 木麻黄幼苗细胞膜的结构和功能受到很大损坏, SOD 无法象正常情况下受细胞内超氧化自由基所激活, 因此在高

盐度下木麻黄幼苗中 SOD 活性保持在低水平。而处在中度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗细胞中 SOD 活性维持在较高水平, 并且在

土壤硝酸钙浓度为 017gCa2+ ökg 时, SOD 活性升至最高点, 然后随钙盐含量增加而降低。这也说明了并非任何浓度的钙盐都能

促进抗氧化酶系统活性的提高。
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图 3　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄M DA 的影响

F ig. 3 　 Effect of Ca2+ on M DA conten ts of Casu rina cu tting

seedlings under N aC l stress

图 4　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄 SOD 活性的影响

F ig. 4 　 Effect of Ca2+ on SOD activit ies of Casu rina cu tting

seedlings under N aC l stress

21215　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下木麻黄扦插苗 POD 活性的影响　图 5 中钙盐调控下木麻黄幼苗 POD 活性的变化曲线与

SOD 活性的变化曲线非常相似, 中度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗 POD 活性远高于重度N aC l 胁迫, 而且在土壤中 Ca2+ 浓度为

017gökg 时, 中度N aC l 胁迫下木麻黄幼苗 POD 活性达到最高点, 随后 POD 活性下降, 但 3 种浓度钙盐调控下的木麻黄幼苗

POD 活性均高于未加硝酸钙的对照组。这与钙盐调控下木麻黄幼苗中M DA 含量变化趋势相反, 当木麻黄幼苗 POD 活性最高

时,M DA 含量最低, 这说明适量的Ca2+ 可以提高膜保护酶系 SOD 和 POD 的活性, 有助于减缓膜脂过氧化程度。

21216　Ca (NO 3) 2 对N aC l 胁迫下木麻黄幼苗游离脯氨酸含量的影响　从图 6 可见钙盐对中度N aC l 胁迫下的木麻黄幼苗的

调控表现在: 土壤中施加 Ca2+ 浓度 017gökg 为时, 木麻黄幼苗细胞内比对照组积累更多的脯氨酸, 但 Ca2+ 加入更多, 木麻黄幼

苗中游离脯氨酸含量稍有降低, 但均高于对照; 而在高盐胁迫下, 木麻黄幼苗中游离脯氨酸含量随着钙盐浓度的增加而减少, 在

重度N aC l 胁迫和高钙调控下木麻黄幼苗游离脯氨酸含量最低。推测脯氨酸作为渗透调节物质, 主要功能在于缓解盐胁迫引起

的渗透胁迫, 而钙盐中的 Ca2+ 是植物必需的大量元素, 而且作为植物细胞信号传导的第二信使调节着生理代谢活动, 它可以减

轻N a+ 引起的离子毒害。在中度N aC l 胁迫下, 钙盐可以促进木麻黄幼苗体内合成和积累脯氨酸来降低细胞内的渗透势, 提高

木麻黄幼苗的耐盐性; 重度N aC l 胁迫下, 木麻黄幼苗脯氨酸含量是正常情况下的 1016 倍, 但植物体内积累过多脯氨酸会影响

蛋白质和氨基酸的正常代谢, 并且会消耗大量能量而阻碍植物的生长, 因此在钙盐调控下, 脯氨酸含量有所降低, 外源的钙和细

胞内游离脯氨酸共同作用, 缓解了重度N aC l 胁迫对木麻黄幼苗的伤害。但高 Ca2+ 不利于提高木麻黄渗调物质的合成。

图 5　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄 POD 活性的影响

F ig. 5 　 Effect of Ca2+ on POD activit ies of Casu rina cu tting

seedlings under N aC l stress

图 6　钙盐对N aC l 胁迫下木麻黄脯氨酸的影响

F ig. 6　Effect of Ca2+ on free p ro line con ten t of Casu rina cu tting

seedlings under N aC l stress

3　讨论

盐害的原因是由于盐胁迫下膜脂过氧化作用加强, 导致质膜透性加大, 离子平衡失调, 代谢紊乱, 生长发育受到抑制。细胞

壁和质膜上的结合钙, 对于维持质膜稳定性具有重要作用 [10 ], 一般认为Ca2+ 与细胞壁中的果胶酸钙, 保护中胶层结构, 同时它

具有抑制多聚半乳糖醛酸酶 (PG) 活性的作用, 减少细胞壁的分解; 另外 Ca2+ 可作为磷脂的磷酸根和蛋白质的所基间联结的桥

梁, 使膜结构更为牢固[11, 12 ]。由此看来钙是一种很好的膜保护剂。本文利用外源硝酸盐提高木麻黄的耐盐性, 实验结果 (图 1～

图 6)表明, 在 10gökg 的中度N aC l 胁迫下, 加入 017gCa2+ ökg 能明显增加木麻黄的生长量,M DA 含量最低, SOD、POD 活性和

脯氨酸含量达到最高, CA T 活性也有不同程度增加, 说明适量钙盐能够诱导抗氧化酶系统活性的迅速增加以抵御逆境诱导的

氧化胁迫, 并间接促进游离脯氨酸在细胞内积累以抵御渗透胁迫, 增强木麻黄的抵抗中度盐胁迫的能力, 在另外的实验里, 还发
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现在N aC l 胁迫下施加适量硝酸钙可以明显促进木麻黄小枝质膜A T Pase 酶活性的提高Ξ。已有的研究报道也发现环境胁迫因

子能引起植物细胞内 Ca2+ 浓度增加, 用Ca2+ 处理可以改善植物幼苗的抗逆性, 增强植物对许多非生物逆境的适应性, 减轻逆境

对植物所造成的伤害, 增强植物对冷害、高温、干旱、盐害等逆境因子的抵御能力 [13 ]。但在高盐胁迫下, 木麻黄幼苗处在生长缓

慢, 体内生理代谢发生紊乱, 外源钙盐的作用不明显, 而且外源钙盐浓度过高非但不能提高木麻黄的耐盐性, 反而会加重盐胁迫

对植物的伤害。

在N aC l 胁迫条件下, N a+ 取代细胞质膜上的 Ca2+ , 并且引起细胞内 Ca2+ 的外流, 影响细胞中 Ca2+ 含量。盐胁迫下补充

Ca2+ 可抑制N a+ 的吸收, 对维持植物细胞膜完整性和稳定性以及调节无机离子运输具有重要作用 [14 ]。Ca2+ 能促进酶活性升高,

从而加强清除氧自由基和过氧化物的能力。但Ca2+ 浓度增大, 却使酶活性有所降低, 说明Ca2+ 促进酶活性升高的作用只限于一

定范围内。细胞质中Ca2+ , 当其浓度和分布在适当的范围内变化时, 会在植物对外界调节适应中起着积极的作用, 但当其变化

超过一定的范围, 就会破坏和扰乱细胞正常的结构与功能, 如造成细胞骨架和膜结构的破坏, 并最终导致细胞内物质代谢的不

平衡[15 ]。

通过以上系统地研究和分析讨论可得出结论: 适量的 Ca2+ 可以提高木麻黄幼苗的耐盐性, 减轻盐胁迫对木麻黄幼苗造成

的伤害。本文推荐外源Ca2+ 的浓度为 017gCa2+ ökg 土, 具体操作应根据实际情况确定。
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